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INTRODUCTION 


Support de l'information genetique et Macromolecules 

Genome: ensemble de genes 

Gene: unite fonctionnelle de T information genetique. 
Composition: acides desoxyribonucleiques (ADN), sequences 
composes de bases puriques (Adenine, Guanine) et pyrimidiques 
(Thymine, Cytosine), d'oses et d'un groupement phosphate 


nh 2 

II I C 
C '- N ^ C "N / 


0 

II I X 
l' IT N 


N 

I 

,C 




O* S N / 


I 

C 


I 


C 

I 

c 


Ad6nine 


Guanine 


Thymine 


Cytosine 


— i — 

Purine 


Pyrimidine 


exosup.com 


page face 



o 


cxtrcmitc 5'-P 


O 


cxtrcmitc 5‘-P 


Elongation se fait par 
I'extrimite 3'OH de I'ose: 

- Formation de la liaison 
phosphodiester 



Elimination d'un 
pyrophosphate °— 
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Nucleotide 

triphosphate 


extremite 3 -OH 


Comment le materiel genetique se transmet defagon 
exacte d'une generation a une autre ? 


Le dogme central 


Replication 



Transcription Traduction 




PROTEINE 


Matrice ADN 

ADN polymerase III 

Proteines de 

replication 

dNTP 

ATP 

Mg 2+ 


Matrice ADN (brin sens) 
ARN polymerase 
Facteurs de transcription 
NTP 
Mg 2+ 


Flux de l'information genetique 


Matrice ARNm 
Ribosomes 

Facteurs de traduction 
Acides amines 
ARNt 
Synthases 
ATP,GTP, Mg 2+ 


unidirectionnel 
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3' 


twin modele (ou matrice) 

I I I I I I I I 1 I I I I I I 


5* 


I I I 

TAC TAAGTACGT 


ATGAT TCATGCA 
11111 I I 1 I I I I 


5* 


T ranscription 


AUG AU UCAUGCA 
l l l l l l l I l l l l 


5’ 


START 


CODON 


T raduction 


NH2 

Met 


He 


His 


Ala 


Repliement 


1 I I I 
GT CCCGATGAT T 


CAGGGC TAC T A A 




3’ 


ADN 

double 

brin 


(complementarite des bases) 
ARN messager 

CAGGGC UAC UA A 

II I I I I I I I I I I 


3’ 


ARNm 


STOP 


(code gen^tique) 


Pnoteine 


Gin 


Gly 


COOH 

Tyr 



20 aa 
possibles 


(code physico-chimique) 


Synthese des 3 types de 
macromolecules 
informationnelles 
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II. 1 Replication 

A- Generalites 

B- Replication continue et replication discontinue 
C- Replication chez les procaryotes 
D- Fidelite de la replication : PROOFREADING 
E- Replication et la division cellulaire 
F- Replication chez les Eucaryotes 


A- Generalites 


Synthese de plusieurs molecules d'ADN a partir d’une 
molecule parentale initiale afin de transmettre a la 
descendance une information genetique conforme. 


Respect des regies d’appariement: 


* A — 


C =G 


Thymine Adenine Guar| in® — » Cytosin 

^ I , 


itaisons hydrogenes 


liaisons hydrogenes 


Replication est semi-conservative (Toriginal est conservee) 
>»> mecanisme tres precis. 






DNA extracted anil centrifuged 
to equilibrium in CsCI 
density gradient 




Premiere replication 

les molecules "lourdes" distributes 
de fafon egale entre les deux 
molecules filles 

Deuxieme replication 

l'apparition de molecules de 
deux poids differents 


(a) 


Heavy 
DNA( 15 N) 


Original parent 
molecule 


Hybrid DNA 
tb) \l- r »N/l‘N) 


First-generation 
daughter molecules 


Light 
DNA( ll N) — | 
Hybrid DNA — 



Second-generation 
daughter molecules 


Experience de Meselson-Stahl 
avec E. Coli 
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Replication semi-conservative 

la molecule mere donne un de ses brins a chaque 
molecule fille, qui est completee par une chaine 
nouvellement synthetisee. 
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Mecanisme de la replication 


La replication commence aux 
origines de replication (ORI) 
puis s'etend sous la forme de 
bulles de replication. 



Okazaki 

fragments 


uxazaKi 

fragments 


L’antiparallelisme des deux 
brins impose une replication 
semi-discontinue. 

Plusieurs enzymes sont 
necessaires pour la replication 
(helicase, primase, ADNp...) 



Primase 


AON polymerase! 1 1 
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Nouveau hrin d'ADN 


/ 

Amorce ( ARN) 


♦ 2001 Sinauer Associates, Inc. 



LADN polymerase etablit au fur et a mesure les liaisons 
covalentes entre nucleotides dans le sens 5' vers 3'. 


incoming 

dooxyribonuclooside 

triphosphate 



3* 

HO 'MpMPXP 




[PMPHPMPMPXP 


5* 


5* 

— primer 

- strand 


- template 

- strand 
3* 


S’-to-r 
direction of 
chain growth 



Brin en synthese 


2P, 

3’ OH^ 


5' P 

Brin matrice 



ADNp III 


Reaction asymetrique 
uniquement dans le sens 5'P— >3'OH 





Asymetrie est liee a l'activite de l'ADN polymerase: 


> necessite d’ avoir une amorce (fragment ARN) 

> dernier residus de 1’ amorce doit etre apparie et avoir 
un groupement 3’ OH libre 

> Presence de nucleotides et du magnesium Mg2+ dans 
le milieu 

ADNpIII utilise comme amorce un petit ARN de 500 
nucleotides synthetise par une primase. 

* In vivo, T amorce est degradee plus tard et remplacee 
par 1’ ADN grace a 1’ enzyme appelee ADNpI. 




Vitesse de replication de l'ADN 


Replication est une reaction rapide: 

- Bacteries: 1000 pb/sec/fourche, 

Chromosome E. Coli fait 4,4*10 6 pb et replique en 42 min 
d’ou necessite de 2 fourches 

- Cellules humaines: 100 pb/sec, 

Le genome humain fait 3*10 9 pb , replique en 8 heures, il 
faut au moins 1000 fourches de replication 



B- Replication continue et discontinue 



Brin precoce 
synthese continue 


matrice du brin precoce 


brin nouvellement 
synthetise 


ADN polymerase 


fragment d’Okazaki matrice du brin 

\ amorce d'ARN tardif 


SSB 


• Deroulement de la double helice par 
une Helicase qui se fixe sur la proteine 
d’ initiation 


3.4 nm 

ffc 1 > 

1 1 

3 etapes: 

- initiation, 

- elongation 

ADN helicase 

- terminaison 


ADN primase 
ADN polymerase 


Brin tardif 
discontinue 


proteine de liaison a 
I'ADN simple brin 


Stabilisation d'ADNs par des proteines a 
affinite pour ADN simple brin (SSB: Single 
Strand Binding protein) empechant le 
reappariement pa g e f ace 



Assemblage d’ un primosome 



Replisome contient: 

• Primosome = hel case + primase deroulent et 
amorcent T ADN par synthese d’ amorce ARN 

• ADN gyrase supprime les super-enroulements 



Deplacement du primosome 



Deplacement du primosome se fait par une succession 
de glissements et de pauses sur le brin servant de 
modele a la synthese discontinue, dans le sens 5'->3' en 
suivant la progression de I'helicase. 




www. youtube. com/watch?v=e4VbuNeOQRQ 


Deroulement de 
la double helice 

Helicase 




Leading strand 


Synthese continue 5’- >3’ Vn 

***** 

\ ' ' nki a i i 


DNA polymerase 


RNA primase 


4 


Synthese des ARN primers 


RNA primer 


DNA polymerase I 


%y 



DNA ligase 


Synthese discontinue 5’ ->3’ 


Lagging strand 


www.youtube.com/watch?v=oebogqrX5F4 



C- Replication chez les procaryotes: 


Rappel des domaines 
du vivant 
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Trois domaines du vivant 
avec 2 grands groupes 



httpry/ginornrjgi-psf.org/tr* homrhtinl 


origine de la vie 


Procaryotes ou Bacteries 

Deux grands groupes, les eubacteries et les archaebacteries 
avec des fonctionnements differents au niveau moleculaire 
mais une organisation similaire 

> Structure 


♦> Petite taille generalement (avec des exceptions) 

♦> Leur structure est tres simple, le plus souvent sans 
cytosquelette ni reseau de membrane interne 

♦> Presence d'une paroi complexe 

♦♦♦ Dans le cytoplasme, il y a presence des ribosomes et d'une 
masse "plus claire", le nucleoi'de qui contient I'ADN sous forme 
d'un ou quelques chromosomes ( svt circulaire) 


> Division binaire: 


> Par scissiparite (fission binaire): 1 cellule donne par division 
2 cellules filles genetiquement identiques (notion de clone) 

> Pas d'individualisation de chromosomes visibles en cytologie 
a aucun moment de leur cycle de vie 


> Multiplication exponentielle 



> Temps de Generation : 20 min ( E.coli ) dans des conditions optimales a 
quelques heures 

> Taux de croissance : 2 divisions / h au moins 


0 min 


v 

20-30 min 


, 1 zlm | 




1 fim 




cellule mere 

18 heures 
de croissance 

» > 



10 9 bacteries/ ml 
2 cellules filles identiques 


> Echange genetique se fait par transferts horizontaux (transformation, 
conjugaison, transduction...) 



C- Replication chez les procaryotes 


1- Initiation de la replication: 

■ Se fait au niveau de l’origine de la replication Ori C ou Ori V 

■ Ori = Sequences de 300 pb environ formees de sequences 
repetitives, reconnues specifiquement par des proteines 
d’initiation (DnaA) 

■ Zones flanquees de sequences riches en AT, disposition 
propice a la detorsion de l’helice bicatenaire 

■ Ouverture de la double helice et formation de deux 
fourches de replication 

■ Replication bidirectionnelle a partir d’une origine de 
replication 
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Replication de 1 ADN circulaire: 
Formation de structure theta 


* Pre-initiation : Denaturation de I'ADN 
au niveau de I'OriC et emplacement 
d'enzymes 


^Initiation: Mise en place des amorces 

>» 2 fourches de replication 
progressent dans 2 directions 
opposees accompagnees de 
detorsion de la double helice. 


*Elongation :Au niveau de chaque 
fourche, la synthese d'ADN est semi- 
conservative et semi-discontinue 



Le mecanisme de 2 fourches de replication dans 2 directions 


opposees entraine la formation des structures caracteristiques 
theta visibles au microscope electronique. 






2- Elongation de la replication: 


brin modele 
5 * 


Les polymerases ont 2 roles: 

1- Incorporation des bases en respectant les 
regies de complementarite par I'ADN pol III 
»» synthese en continue d’ un nouveau brin 
precoce. 


2- Degradation des amorces ARN grace a 
I'activite de I'ADN pol I (exonuclease 5 ->3') 
et resynthese de la partie manquante 
(activite polymease 5' ->3'). 



3 ’ 


5 ' 




Assemblage de deux fragments sur le brin retarde 


Apres la synthese de 
I'amorce, la primase est 
remplacee par ADNp III 

> Synthese jusqu'a atteindre un 
ADN precedemment synthetise 

L'ADN pol I continue la synthese 
de I'ADN et enleve I'amorce ARN 


3 0H ADNp m 





Amorce d’ ARN 



3’ OH 5’ P 

, ft 

L ADN ligase remplace la pol I 
apres que I'amorce a ete enlevee 
et soude les deux fragments 
ensemble 



Comparaison des differentes polymerases 


Fonction 

Type 1 

Type III 

Polymerase 5’ ->3’ 

+ 

+ 

Exonuclease 3’ -> 5 * 

+ 

+ 

Exonuclease 5’ ->3’ 

+ 

- 

Matrice amorce: 



Double brin 

- 

- 

Simple brin + amorce 

+ 

+ 

Activites 



Vitesse (Kpb/min) 

0,67 

100 

Nombre (molecules/cellule) 

400 

10 a 20 


ADN pol III rapides, 
peu nombreuses et 
moins versatiles au 
niveau de 
I'exonuclease 

i 

Replication et 
mecanisme 
d'autocorrection 


L'ADN pol I etant tres presente mais lente et pouvant facilement 
exonucleer, elle assurerait done un role de reparateur de I'ADN. 








ADN polymerase I et fragment de Klenow de la bacterie E. coli 


ADN-polymerase I 



3’ 


928 


pol 


L 


520 324 0 

exo exo 

3 , «>5 > | S 4 ->3’ 


fragment de Klenow 


3 domaines structuraux et 
fonctionnels portes par la meme 
chaine polypeptidique 


- Domaine N-terminal: activite 
exonucleasique orientee de 
5'>3' principalement utilisee 
dans la reparation de I'ADN 
(elimination de Tamorce). 

- Domaine central: activite 
exonucleasique orientee de 
3'>5', activite de correction 
d'epreuves en cas d'erreur 
(edition). 

- Le gros domaine C-terminal 
possede I'activite de 
polymerisation, orientee de 
5'>3\ 
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L’ information genetique doit etre accessible a la replication. 
La structure de I’ ADN restera dynamique dans la cellule. 


* 


Changements dans la topologie de 
I'ADN au cours de la replication 


Deroulement de la double 
helice par I'Helicase 


I 


Relachement 
necessaire pour la 
replication 


Super enroulement de I'ADN 
replique par les topoisomerases 


* 


Super-enroulement 
necessaire pour contenir 
tout I'ADN dans la cellule 


Role important de I'enroulement dans la regulation de la replication 




Regulation de 1' etat d’ enroulement de Y ADN 

Cas du genome circulaire 


L'ADN gyrase: topoisomerase 
type II: Catalyse le croisement de brins 

- Introduction de super-tours negatifs 
dans I'ADN, 

- Coupure des 2 brins parentaux 

- Separation 

»» Done retour a I'etat relache d'ADN 



Mecanisme d'action de la gyrase 
sur un ADN circulaire 


Gyrase est specifique et 
essentielle a la replication 
des bacteries 


Topoisomerase de type I: regule I'etat d'enroulement 
>» Necessaire pour contenir tout I ’ ADN dans la cellule 



Controle du taux de surenroulement de 1 ADN 



GYRASE 

genes gyrA et gyrB 


ADN surenroule 

negativement 

excessivement 


L'inhibition de I'activite des enzymes est letale pour les bacteries 
d’ ou T effet d un certain nombre d'antibiotiques, aminocoumarines, 
les quinolones et les fluoroquinolones. 





Enzymes de la replication chez les procaryotes 


Enzyme 

Fonction 

ADN polymerase III 
(pol III) 

Principales enzymes de polymerisation 

ADN polymerase 1 (pol 1) 

Excise T amorce ARN et remplit les trous 

Helicase (dnaB) 

Deroule la double helice a la fourche de replication 

Primase (dnaG) 

Synthese des amorces ARN 

Proteines se liant a 
T origine de replication 
(dnaA) 

Facilite la fusion pour ouvrir le complexe 

Proteines se liant a T ADN 
simple brin (Ssb): 
Deroulase 

Empeche le reappariement des brins de T helice ouverte 

ADN ligase (ligA, ligB) 

Soude les coupures dans 1’ ADN 

Gyrase 

Reduit les torsades formees par la progression de la 
fourche et catalyse le superenroulement de 1’ ADN 
replique 

Topoisomerase 1 

Regule Tetat d'enroulement de I'ADN 


Fonction 


Enzyme 




Mecanique de synthese des deux brins d'ADN 

en meme temps 



brin a synthese discontinue 


pol III holoenzymc 
5 ’ 


brin a synthese continue 


> Formation d'une boucle par le brin a 
synthese discontinue, sur un tour complet 

>Tour de 180° du fragment d'Okazaki en 
cours de synthese le plagant dans la meme 
orientation que le brin a synthese continue 


Synthese d'ADN assymetrique et simultanee sur les deux brins 



Complexe enzymatique (ADN polymerase III) avec deux 
sites catalytiques lies se deplagant a la meme vitesse 
dans une seule et meme direction 
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ADN-polymerase III holoenzyme 


Chez E. coli, la dissymetrie de 
fonctionnement de I'ADN-pol III 
(replicase) correspond a une 
dissymetrie de composition en 2 
complexes enzymatiques formes 
d ’ une dizaine de sous-unites 
differentes. 

I'un assure la synthese du brin 
continu et I'autre la synthese du 
brin discontinu 


26 26' -/ 


2x 


2P 


2p 2 V 



L 


1 


synthese continue synthese discontinue 



= ADN polymerase (replicase) 

enzyme 
'coeur" 

= 3’->5’ exonuclease (edition) (core) 

(j = facteur d’assemblage 

2|> = facteur de processivite 

reconnait I'extremite de I'amorce, 
26 26 f -X hydrolyse I'ATP et assemble un 

dim ere 2\S sur I'ADN 


2t 


est aussi une ATPase ADN-dependante 


3- Terminaison de la replication: 

lors de la rencontre des deux fourches 


Elle se fait au niveau d’ une sequence TER situee a I’ oppose de 
I’ origine de replication reconnue par la proteine Tus qui met fin 
a la replication 

»> Mecanisme fait intervenir d'autres proteines 


Lorsque la replication d'un chromosome circulaire est 
terminee, les 2 molecules obtenues sont reliees ensemble, 
comme les maillons d ’ une chaine. 

»> La separation et la ligation se 
font par des topoisomerases 





Differentes etapes de la replication 

Deroulement de la double helice par I'ADN helicase 

Stabilisation sous forme simple brin par les proteines SSB 

Synthese d'amorces ARN par la primase 

Hybridation des amorces sur I'ADN 

Synthese du brin complementaire par I'ADN polymerase III 

Destruction des amorces ARN et reparation des lacunes par 
I'ADN polymerase I 

Ligation des fragments d'ADN synthetises par la ligase 


D- Fidelite de la replication de Y ADN: Correction des 
erreurs d’ elongation PROOFREADING 



C’ est la correction d’ une absence de complementarite 
entre les nucleotides de 2 brins d ADN 


Taux de mutation faible de 10' 9 a 10 12 erreurs/paire de bases inserees grace 
a: 

> Regies d’ appariement des bases sur le modele du brin matriciel 

> Activite correctrice des enzymes Pol I et III 

Activite exonucleasique 3 ’ -> 5’ (enlever un nucleotide mal apparie 
et remplacer par le bon nucleotide) 

> Existence d’ un systeme multi enzymatique comprenant une 

endonuclease associee a une exonuclease bidirectionnelle (3>5 et 5>3), 
a une ligase et a une ADN pol III. 



Correction d'epreuves (edition) 


brin naissant 



Arret de 
l’ elongation 


brin modele 
5 ' 


brin naissant 



brin modele 
5 ' 


brin naissant 
3 * 


E 

D 

I 

T 

I 

O 

N 



La polymerase se reassocie au 
modele-amorce corrige 


i 
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L'extremite 3'-0H du brin naissant se 
positionne correctement dans le site 
catalytique de I'enzyme 


P 

0 
L 
Y 
M 
E 
R 

1 
S 
A 
T 
I 

O 

N 


Mesappariement 


Elimination du 


Reprise de 


mesappariement 


1’ elongation 


page face 













E- Replication et division cellulaire 


Modele de partition des 2 molecules d’ AON entre les 
2 cellules filles: 


- ADN reste attachee a une proteine membranaire 

- Les 2 ports d’ attachement se separent 


- La membrane se divise en entrainant chacun une molecule 
d’ ADN vers une cellule fille. 



Cellule mere Synchronisation avec un systeme 

complexe de regulation 





Replication de l’ADN et division cellulaire 


Une cellule peut se diviser en un temps plus court que le 


temps de replication de I'ADN 




REPLICATION 40 MINUTES 


DIVISION CELLULAIRE 90 MINUTES 


DIVISION CELLULAIRE 90 MINUTES 



Experimentalement, on peut provoquer la partition inegale 
chez les bacteries en utilisant des mutants. 


Separer la division cellulaire de la replication : 


♦ en empechant la division cellulaire, on obtient des cellules 
avec plusieurs chromosomes (les minicells) 

♦ en empechant la replication, on obtient des bacteries sans 
chromosome, des sacs a proteines (maxicells) 




F- Replication chez les eucaryotes: 


Comparaison de la genetique des procaryotes et des eucaryotes 

Differences sont dues : 

• la presence d’ un noyau chez les eucaryotes 

• ADN a organisation differente »> (introns et exons) Eucaryote 


Procaryote 





Gene A 

Gene B 



ADN 

ARNm 
proteine 




Gene A 


l 

I 

i 


Transcription 


Gene B 


Traduction 

J 


R 


- ADN circulaire dans le cytoplasme 

- Toutes les regions d’ ADN sont 
codantes 


ADN 


GeneX 


Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron 2 Exon 3 


Transcription 


Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron 2 Exon 3 


Transcrit laire 


l 


ARN 

mature 


ARNm 


Exon 1 Exon 2 


Excision des introns 


Exon 3 


Transport dans 
le cytoplasme 



Proteine X 


i 


Traduction 



S ADN lineaire individualise sous forme de 
chromosomes dans le noyau 
S Separation spatiale de la transcription et la 
traduction, ARNm passe dans le cytoplasme 
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F- Replication chez les eucaryotes: 


Meme systeme que celui des procaryotes avec le brin avance et 
le brin retarde »> Mais, quelques differences 


•ADN plus long 

• Plusieurs origines de replication activees 
de maniere synchronisee et progressant a 
la meme vitesse (50 nucleotides/s) 


Fourche de Fourche de 

replication replication 



• Plusieurs polymerases agissant simultanement tout en ayant des 
fonctions differentes: 

a: synthese de I'amorce, elongation et reparation de I'ADN; 

(3: reparation de I'ADN, 

Y: replication de I'ADN mitochondriale ... 

6: Elongation des brins plus reparation de I'ADN 

e: Reparation et remplacement de I'ARN au niveau du brin retarde 





• L ADN est integre dans la chromatine associee aux histones. 
Done, au moment de la replication, il y a production d’ histones 
et duplication de la masse d’ histones aussi. 


Histone core Linker DNA 
of nucleosnme of nucleosome 




Structure complexe des 
chromosomes (chromatine 
et proteines histones) 


• Structures complexes discoi'des autour desquelles est entoure 
I’ ADN : nucleosomes qui constituent une barriere ralentissant 
la polymerase (faible vitesse de progression de la fourche de 
replication) 


Division cellulaire chez les eucaryotes 


In 



Cycle sexuel chez les 
eucaryotes 


Recombinaison meiotique 


Parent 1 

Gamete 


Parent 2 

Gamete 



Phase Haploid e 


Fusion des gametes 
Brassage des chromosomes 


Phase Diplo'ide 







Synthese d ADN uniquement pendant la 
phase S du cycle cellulaire 



Periode de multiplication 

Gi : phase de preparation a la synthese 
de I' ADN 

S : phase de synthese de I'ADN 

GZ : phase de preparation a la mitose 
M : mitose 


Periode de quiescence 

GO : pas de processus 
de division cellulaire 
Cellule au repos 
exergant ses fonctions 




